Preparação de amostras de bactérias para realização de imagens de microscopia de força atômica. by OSIRO, D. et al.
Nº 20, set/97, p.1-7
Denise Osiro
Rubens Bernardes Filho
Luiz Alberto Colnago
O desenvolvimento da microscopia de força atômica (AFM - atomic force
microscopy)(Binning et al, 1986) a partir da microscopia de tunelamento, possibilitou
grande aumento da gama aplicações de microscopia de varredura de probe, que na
microscopia de tunelamento necessitava de amostras condutoras, esta necessidade
foi superada com o uso dos sistema de agulhas de força atômica (cantilever). Estas
são montadas sob uma lâmina delgada muito flexível que consegue "sentir" as nuvens
eletrônicas dos átomos das amostras (figura 1).
A AFM tem sido usadas na visualização de característica topográficas,
eletrônicas e magnéticas de superfícies na escala atômica (Magonov, 1993). O
microscópio de tunelamento de elétrons e microscópio de força atômica são membros
chave de uma nova classe de microscópio, denominados de microscópio de varredura
de probe (SPM - scanning probe microscope).
FIGURA 1- Desenho esquemático do microscópio de força atômica AFM
PREPARAÇÃO DE AMOSTRAS DE BACTÉRIAS PARA REALIZAÇÃO DE
IMAGENS DE MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA.
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O desenvolvimento da técnica de AFM tem permitido o estudo de diversos
tipos de amostras com preparação em vários tipos de substratos, pois ambos não
necessitam ser condutores como no caso da microscopia de tunelamento.
Neste relato são apresentadas algumas formas de preparação de amostras de
bactérias tipo E. coli que foram adaptadas da literatura e com as quais foram obtidos
resultados semelhantes em várias amostras preparadas.
O equipamento utilizado para realização das imagens foi um microscópio de
varredura de probe (força atômica/tunelamento), Topometrix modelo TMX 2010. Foi
utilizado "scanner" de 70m. As agulhas usadas foram de silício com constante de
mola de 40 N/m.
As amostras foram preparadas em lâminas de vidro, previamente submetidas
ao tratamento denominado de hidrofilização, que consiste numa série de banhos
realizados em condições controladas. Este processo tem duas finalidades: realizar a
limpeza da superfície do substrato e aumentar a concentração de cargas superficiais
aonde as bactéria deverão se ligar. No trabalho realizado por Herrmann et all (1995),
foram utilizados mais alguns banhos com tulueno e metanol, os quais não se
mostraram necessários para este tipo de amostra, pois após experimentos com os
dois tipos de tratamento os resultados foram idênticos.
Processo:
a) H SO (concentrado)/ H O (concentrado) na proporção
de 7:3. Deixa-se a solução aquecer até estabilizar em T= 80C.e coloca-se
as lâminas. Em seguida coloca-se a solução com as lâminas durante 1 hora
na câmara de ultra-som.
b) .
c) H O (ultra-limpa)/ H O (concentrado)/ NH OH
(concentrado) na proporção de 5:1:1. Deixa-se as lâminas durante 30
minutos neste banho na câmara de ultra-som.
d) Lavar as lâminas com grande quantidade de água ultra-limpa.
Após a seqüência de banhos e limpeza as lâminas foram acondicionadas em
dissecador por 24 para remoção completa água. Decorrido este período, as amostras
foram preparadas pingando-se uma gota de solução diluída de bactérias, esta
permaneceu em contato com as lâminas por um período de 30 minutos, e depois a
gota foi removida por processo de lavagem com água ultra-limpa. Novamente as
lâminas foram colocadas em dissecador por mais 24h para secagem.
As bactérias foram crescidas em meio M9 seguindo o protocolo padrão. Este
meio foi o escolhido por possibilitar a manutenção dos , das mesmas.
Nas figuras 2 e 3 são apresentadas algumas imagens das bactérias preparadas
como descrito acima. Em todas foi utilizado campo útil de 6 m que foi suficiente para
permitir a visualização da superfície exposta da bactéria.
A imagens mostraram repetitibilidade indicando a eficiência do método
de preparo das superfícies. Outro fator relevante foi a pequena quantidade
de material depositado, ou seja, a imagem obtida ficou limpa de material
contaminante ou resíduos decorrente dos polimento das lâminas de vidro
Primeiro banho
Segundo banho
:
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Lavar exaustivamente as lâminas com água ultra-limpa (mili-Q)
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utilizadas, este fato contribuiu para facilitar a visualição dos das E coli
(figura 2 (c)).
As diferenças comprimento observadas entre as bactérias da figura 3 (b) e (a)
podem ser devido a esta se encontrar em processo de reprodução.
Figura 2 - Imagens de bactérias E. coli obtidas com técnica de não-contato
denominada "near contact". Na imagem (c) podem ser identificados alguns
filamentos laterais às bactérias (seta), estes são os "sex pilus".
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Figura 3 - Medida de comprimento das bactérias. Os valores obtidos para os
comprimentos estão dentro do esperado apenas a bactéria da imagem 1
apresentou um comprimento um pouco maior que pode ser atribuído a esta se
encontra em estágio de reprodução (bipartição).
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